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RESUMO

A introdugéo das técnicas de Biologia Molecular na medicina diagnéstica, como a PCR estabeleceu nova
era na detecgéo e caracterizagdo de micro-organismos. A PCR ainda reduz o tempo necessério para a
confirmagéo dos dados laboratoriais, importante para os patégenos que causam infecgbes sérias, de rapida
progresséo e disseminacdo, permitindo o tratamento precoce e adequado, reduzindo a morbidade e
mortalidade. Dessa forma, este trabalho tem como objetivo apresentar uma revisdo sobre recentes aspectos
da patogénese de Escherichia coli e Staphylococcus aureus, bactérias importantes para a saide humana e
animal e sua identificagdo por PCR.
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ABSTRACT

The introduction of Molecular Biology techniques in diagnostic medicine, such as PCR, established a new
era in the detection and characterization of microorganisms. PCR reduces the time required for confirmation
of laboratory data, important for pathogens that cause serious infections, rapid progression and spread,
allowing early and appropriate treatment, reducing morbidity and mortality. This work aims to present a
review on recent aspects of the pathogenesis of Escherichia coli and Staphylococcus aureus important
bacteria for human and animal health and its identification by PCR.
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INTRODUGAO

A introducéo das técnicas de Biologia
Molecular na medicina diagnéstica e sua
aplicacao na microbiologia clinica
estabeleceu uma nova era na detecgdo e
caracterizagdo de micro-organismos. Existem
varios métodos para a identificagcao
molecular, dentre esses, destacam-se o0s
fundamentados na  amplificacdo  de
sequéncias do DNA pela reacdo em cadeia
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da polimerase (PCR), especialmente, uteis
para organismos de dificil detecgdo pelos
métodos microbioldgicos tradicionais, tanto
de importancia médica como veterinaria. A
PCR ainda reduz o tempo necessério para a
confrmacdo dos dados laboratoriais,
importante para os patégenos que causam
infeccbes sérias, de rapida progressao e
disseminacao, como as infecgbes causadas
por Escherichia coli e Staphylococcus aureus
e ainda permite a identificacdo conjunta de



varios micro-organismos presentes em
amostra unica (1-3).

A técnica de PCR possibilita a
amplificagdo especifica de segmentos da
molécula de DNA de interesse. Para tanto,
utilizam-se os primers, pequenas sequéncias
iniciadoras da replicacdo do  DNA,
complementares a sequéncia do DNA de
interesse. Em seguida, a enzima DNA
polimerase, catalisa a sintese de trechos da
molécula de DNA, a partir dos iniciadores. Na
reacdo, a temperatura comporta-se como
uma aliada, provocando a desnaturacéo
(com o objetivo de separar as fitas da
molécula de DNA), seguida de sucessivos
ciclos de hibridizagdo e extensdo, gerando,
portanto, inimeras e repetidas copias do
segmento de DNA de interesse. Outros
fatores sdo influenciadores da reacdo, como
a concentracdo de magnésio e 0s
nucleotideos presentes (3,4).

Este trabalho tem como objetivo
apresentar uma revisdo sobre recentes
aspectos da patogénese de Escherichia coli
e  Staphylococcus  aureus,  bactérias
importantes para a saude humana e animal e
sua identificagdo por PCR.

IDENTIFICACAO BACTERIANA

Escherichia coli

Escherichia coli € uma bactéria Gram-
negativa presente no trato gastrointestinal de
varios animais, incluindo os humanos. A
maioria das cepas é comensal e raramente
causa doenga, exceto em hospedeiros
imunodeprimidos e na presenca de lesbes da
barreira gastrointestinal. Entretanto, algumas
cepas adquiriram fatores especificos de
viruléncia  (patétipos), por meio de
transposons, pro-fagos e plasmideos e
podem causar amplo espectro de doencgas
em humanos, demais mamiferos e em aves.
O processo patogénico da-se em varias
etapas: colonizagdo da mucosa, evasédo dos
sistemas de defesa do hospedeiro,
multiplicacdo, infeccdo e dano ao
hospedeiro. Sdo encontrados dois grandes
grupos de E. coli patogénicas: os patdégenos
intestinais, que causam diarreia (abordados
no presente trabalho) e os extraintestinais,
que causam varias infeccbes em humanos e
animais, tais como: do trato urindrio,
pneumonia, meningite, septicemia e outras
(5,6,7).
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Assim, os patétipos de E. coli que
causam diarreia sdo classificados com base
no conjunto de genes de viruléncia presentes
e nas caracteristicas da doenca. Esses
patétipos incluem as E. coli:
enteropatogénicas (EPEC); produtoras de
shigatoxina (STEC), que incluem as entero-
hemorragicas (EHEC); enterotoxigénicas
(ETEC); difusamente aderentes (DAEC);
enteroagregativas (EAEC); enteroinvasivas
(EIEC) e aderente-invasivas (AIEC). Assim,
as E. coli patogénicas constituem uma
familia  de bactérias geneticamente
heterogéneas e com evolugao continua (7).

A patogenicidade da E. coli depende
da aquisicdo dos fatores de Vviruléncia,
estruturas ou produtos que auxiliam o agente
infeccioso a se instalar e a provocar
alteragées, causando desequilibrios no
hospedeiro. Estes sdo codificados por genes
de viruléncia, adquiridos por transposons,
plasmideos e pro-fagos e transferidos entre
os diferentes isolados, sendo identificados
por métodos moleculares, como PCR,
mediante a amplificagdo e detecgdo de
genes caracteristicos para cada patétipo (8).

Com relacéo aos diferentes patétipos
de E. coli, EPEC foi o primeiro patétipo
descrito, compreende um grupo diverso de
bactérias ndo invasivas que causam a leséao
do tipo A/E (“attaching and effacing”). Apés a
adesao a superficie das células epiteliais do
intestino delgado, as bactérias causam
alteracbes do citoesqueleto da célula
intestinal, com acumulo de filamentos de
actina, abaixo do sitio de adesao bacteriana.
Inicialmente, as bactérias aderem-se
localmente, as células intestinais, por meio
de fimbrias BFP (feixes formadores de pili),
codificadas por genes dos pili tipo IV. Esses
genes estdo localizados no plasmideo EAF
(fator de aderéncia da EPEC). Essa ligagao
proporciona inumeros eventos que resultam
em danos as microvilosidades intestinais do
hospedeiro. A presengca do plasmideo
caracteriza a EPEC tipica (tEPEC), contudo,
ha o subtipo atipico (aEPEC), no qual o
plasmideo de viruléncia, EAF, ndo esta
presente. As EPEC apresentam ainda genes
encontrados no locus LEE (“locus of
enterocyte effacement”), localizado na llha de
Patogenicidade Cromoss6mica (PAl). O
l6cus LEE codifica componentes estruturais
do sistema de secrecado do tipo Il (T3SS),
reguladores, translocadores, chaperonas e
moléculas efetoras, que alteram diversos



processos de sinalizagdo na célula
hospedeira. Este l6cus também abriga o
gene eae, que codifica a proteina intimina,
expressa na face externa da membrana da
bactéria e o gene para o seu receptor Tir,
que € translocado da bactéria para a
superficie das células epiteliais intestinais do
hospedeiro, o que permite a firme adeséo
das bactérias as células epiteliais (5,9,10,11).

O patétipo STEC inclui as cepas
produtoras da shigatoxina, potente citotoxina
que paralisa a sintese proteica e induz
apoptose das células do colo intestinal,
codificada pelos genes stx; e stx,, adquiridos
por fago lambdoide. Estas bactérias também
podem apresentar o l6cus LEE, albergando,
assim, o gene eae. Esse grupo inclui as E.
coli entero-hemorragicas (EHEC), sendo
importante  na  microbiologia: veterinaria
(animais como reservatorio, especialmente
bovinos), ambiental (agua e solo), de
alimentos (contaminagcdo, manuseio e
preparacao), além da clinica (saude publica,
vigilancia sanitdria e doengcas humanas)
(5,8).

Quanto as ETEC, compreendem um
grupo diverso de patégenos, sendo o
principal agente causal da diarreia dos
vigjantes e é endémica em paises em
desenvolvimento. Sdo capazes de produzir
enterotoxina, semelhante a toxina colérica,
que promove excessiva secregao de fluidos,
causando a diarreia aquosa. Sao conhecidos
dois tipos de enterotoxinas, as termoestaveis
(ST) e as termolabeis (LT). Entre as
primeiras, sao relatados os subtipos STa
(associada a patologia humana) e STb. Com
relagdo as termolabeis, sdo conhecidos os
subtipos LT-I e LT-Il, predominantes em
isolados humanos e animais
respectivamente. Além dos genes para
producdo de ST e/ou LT, as ETEC
apresentam mais de 25 antigenos de
superficie (CS), antes chamados de fatores
de colonizagdo, para a aderéncia ao epitélio
intestinal. Os genes que codificam as
toxinas, CS e outras adesinas sao
localizados em plasmideos. Além dos
humanos, a producao de suinos também é,
adversamente, afetada por este patétipo de
E. coli, importante agente causal de morte de
porcos neonatos e recém-desmamados (5,8).

As E. coli DAEC compreendem um
grupo heterogéneo, que causa diarreia
aquosa e persistente em criangas de paises
em desenvolvimento e desenvolvidos. Foram
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assim denominadas por apresentarem
padrdao difuso de adesdao as células em
cultura, HEp-2 e HelLa. Nesse grupo, foram
descritos dois tipos de adesinas codificadas
por uma familia de operons relacionados,
que incluem as adesinas fimbriais e
afimbriais, denominadas adesinas Afa/Dr,
que induzem efeito citopatico, caracterizado
pelo desenvolvimento de longas extensdes
celulares que envolvem a bactéria aderente.
Essas bactérias secretam também o
autotransportador de toxina (Sat), envolvido
na patogénese (8,10-12).

O patétipo EAEC é o grupo de
descricado mais recente, estd amplamente
distribuido, sendo o agente causal de diarreia
endémica e epidémica, provocando diarreia
persistente em criangas de areas endémicas,
em pessoas imunocomprometidas e € a
segunda causa mais frequente da diarreia
dos viajantes. E caracterizada pelo padrédo
de aderéncia agregativa em células em
cultura, HEp-2 e Hela. A colonizagdo da
mucosa intestinal pelas bactérias ocorre por
fimbrias de aderéncia agregativa (AAF),
codificadas por genes localizados no
plasmideo pAA. Sdo descritos 4 tipos de AAF
(I a 1V), além de adesinas nao fimbriais. O
ativador transcricional, AggR, localizado no
plasmideo pAA, regula a biogénese de AAFs.
A aderéncia das EAEC a mucosa intestinal
(predominantemente colénica) é
caracterizada pela formacdo de uma fina
camada de muco agregante, no interior da
qual as bactérias sobrevivem. A formagao do
biofilme é atribuida a atividade dos genes fis
e yafK. A secrecao de dispersina (codificada
no pAA) facilita o movimento das bactérias
na superficie celular, permitindo a
subsequente agregacdo e aderéncia. A
dispersina € altamente imunogénica e
translocada por um transportador complexo,
o cassete ligante de ATP (ABC) (8,10-12).

E. coli EIEC sdao patégenos
intracelulares facultativos e compartilham
caracteristicas bioquimicas e genéticas, além
de propriedades patogénicas com Shigella
spp. Colonizam a mucosa colbnica, onde
ocorre a invasao de células M, macrofagos e
células epiteliais, resultando em diarreia
aquosa, que em casos severos é seguida de
disenteria, com presenga de muco e sangue.
A aquisi¢ao do plasmideo de invasao (pINV),
provavelmente, foi o evento mais importante
na evolugdo dessas bactérias a partir da E.
coli ndo patogénica. Um terco desse grande



plasmideo de cdpia Unica codifica elementos
IS, que permitem a invasdao do epitélio
intestinal pela bactéria. Essa regido codifica
muitos componentes do sistema de secrecao
3 (T3SS), como translocadores, ativadores
transcricionais, efetores e chaperonas. Além
dos genes localizados no pINV, genes
cromossomais sao necessarios para a
patogénese e essas bactérias podem ainda
produzir a toxina Sen, acentuando a
enterotoxicidade (10,12).

O patétipo AIEC estd associado a
Doenga de Crohn e a Doenga Inflamatéria
Intestinal, afetando  principalmente, o
intestino delgado. Nao expressa os fatores
de viruléncia encontrados nos demais
patétipos de E. coli e as bases genéticas
para o fendtipo invasivo e pré-inflamatorio
nao sao bem conhecidas. O genoma das
AIEC apresenta regides homélogas a E. coli
extraintestinal, mas sao fenotipicamente
distintas. Esse patétipo apresenta fatores de
adesao a receptores especificos do epitélio
intestinal, promovendo a colonizagdo da
mucosa, a invasao das células intestinais e
de macréfagos, acompanhadas de replicacao
intracelular, sem induzir a morte da célula
hospedeira. A adesdo é mediada pelas
fimbrias do tipo |, expressando a subunidade
adesiva FimH, localizada na extremidade da
fimbria. Mutacdes especificas no gene fimH
resultam na proteina FimH com capacidade
de aderéncia aumentada ao antigeno
carcinoembrionario relacionado a molécula
de adesdo celular 6 (CEACAM6), um
receptor glicosilado localizado na face apical
do enterécito, normalmente expresso em
portadores da Doengca de Crohn. Foram
identificados ainda varios reguladores de
genes de viruléncia, que necessitam de
estudos de gendmica funcional para a
compreensao do seu papel na sobrevivéncia
e crescimento das AIEC e, finalmente, genes
envolvidos na captacdo de ferro, essencial
para a viruléncia de E. coli extraintestinais (5,
13).

A diarreia é um dos quatro problemas
de saude mais importantes mundialmente e a
segunda causa de morte de criangas com até
5 anos de idade. Dentre os agentes
etiolégicos prevalentes da doencga destacam-
se as E. colii enterotoxigénica (ETEC),
enteropatogénica (EPEC) e shigatoxigénica
(STEC) (14,15). No Brasil, ha poucos
estudos sobre a prevaléncia de E. coli
enteropatogénicas. Durante décadas a
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tEPEC foi o principal enteropatégeno
causador de diarreia em criangas no Brasil
(16-18), contudo, estudo recente aponta a
maior frequéncia de EAEC, seguida de
aEPEC e STEC como agentes causais de
diarreia em criancas com até 5 anos de idade

(11).

Tradicionalmente, a identificacdo dos
diversos patotipos de E. coli baseia-se na
identificacdo de sorotipos utilizando-se
anticorpos contra os antigenos da superficie
celular: O (polissacarideo), com cerca de 186
diferentes antigenos; H (flagelar), com 53
diferentes antigenos e o K (capsular), pouco
utilizado, pois poucos laboratérios sao
capazes de identifica-lo. Avangos nas
técnicas moleculares  possibilitaram o
estabelecimento de subtipos de E. coli
baseados em caracteristicas genéticas e
sorotipagem molecular, mais discriminatorios
que os métodos de andlise fenotipica (7). A
Tabela 1 sumariza diversos trabalhos
utiizando técnicas de PCR para a
identificacao de diversos patétipos de E. coli.

Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus € uma bactéria
Gram-positiva, componente da microbiota
humana e presente em diversas partes do
corpo como fossas nasais, garganta,
intestino e pele. Como comensal, a bactéria
pode ser carreada sem prejuizos a saude
dos individuos, contudo, em situacbes de
imunossupressao e quando ha rompimento
da barreira cuténea a presenca de S. aureus
pode favorecer a ocorréncia de infecgdes,
geralmente, piogénicas, de pele e tecidos
moles, como  foliculite,  furunculose,
carbunculo e impetigo. Pode ainda ocasionar
doengas mais graves e até mesmo fatais,
como osteomielite, endocardite, pneumonia
necrosante, artrite bacteriana e intoxicagdes,
como a Sindrome da Pele Escaldada e a
Sindrome do Choque Téxico. E uma bactéria
também importante no ambito veterinério,
causando doencas como a mastite bovina,
caprina e ovina. As doengas infecciosas em
animais de producdo apresentam grande
impacto na economia, pois diminuem a
produgdo pecuaria, um setor que se destaca
na economia do pais. E importante
mencionar que S. aureus tem sido isolado
também de alimentos, sendo importante
causa de intoxicagdo alimentar. Devido ao
seu potencial de patogenicidade, a
caracterizacao e identificacdo correta de S.



aureus é de extrema importancia para o

sucesso do tratamento das doengas, por ele

ocasionadas (23-25).
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Tabela 1. Identificacdo de patotipos de Escherichia coli por técnicas de reagdo em cadeia da polimerase

(PCR)
Patétipo* Gene Amostra Técnica Referéncia
EPEC eae, bipA, bfpB fezes diarreicas  PCR 11
eae, bfp, EAF fezes diarreicas  PCR 17
eae, bfpA fezes diarreicas  PCR multiplex 19
escV, bipB fezes diarreicas  PCR multiplex 20
STEC eae, six1, stx2 fezes diarreicas PCR 11
escV, stx1, stx2 fezes diarreicas  PCR multiplex 20
EHEC VT1, VT2, VT2e, HLY fezes diarreicas PCR 17
eae, stx1, stx2 fezes diarreicas  PCR multiplex 19
ETEC elt, est fezes diarreicas  PCR 11
LT-I, STI fezes diarreicas  PCR 17
elt, est fezes diarreicas  PCR multiplex 19
elt, estla, estlb fezes diarreicas  PCR multiplex 20
LT, ST fezes diarreicas PCR 21
DAEC afa/dr fezes diarreicas PCR 21
EAEC aatA, aggR fezes diarreicas PCR 11
aggE fezes diarreicas PCR 17
aggR fezes diarreicas  PCR multiplex 19
astA, aggR, pic fezes diarreicas  PCR multiplex 20
EIEC ipaH fezes diarreicas  PCR 11
invE fezes diarreicas PCR 17
ipaH fezes diarreicas  PCR multiplex 19
invE fezes diarreicas  PCR multiplex 20
AIEC fimH, malB sangue humano PCR 13
chuA, yjaA, TspE4.C2 biopsia intestinal PCR 22

*Patétipos de Escherichia coli: EPEC, enteropatogénicas; STEC, produtoras de shigatoxina; EHEC, entero-
hemorragicas; ETEC, enterotoxigénica; EIEC, enteroinvasiva; EAEC, enteroagregativa; DAEC, difusamente
aderentes; AIEC, aderente-invasiva.
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A bactéria S. aureus é um patégeno
importante em relacdo a resisténcia aos
antibiéticos, pois cepas resistentes surgiram
logo apos a introducéo da penicilina e a sigla
MRSA (Staphylococcus aureus resistente a
meticilina) € utilizada para identificar as
cepas resistentes a meticilina, enquanto a
sigla MSSA (Staphylococcus aureus sensivel
a meticilina) é utilizada para identificar as
cepas sensiveis a esse antibidtico. As
infeccbes por MRSA, primordialmente,
nosocomiais (HA-MRSA), tornaram-se ainda
mais preocupantes ap6s a década 1980,
quando foram registrados os primeiros casos
de cepas comunitarias resistentes a
meticilina (CA-MRSA) e os dados relativos a
sua ocorréncia no Brasil ainda sdo escassos
(23, 26). Somada a resisténcia, ocorre em
cepas de S. aureus, as colbnias variantes
pequenas (SCV), uma variagdo morfolégica,
que a principio acreditava-se fazer parte do
ciclo de crescimento normal da bactéria,
porém, nas ultimas duas décadas, tem-se
observado que este fenétipo estd associado
a infeccbes persistentes e recorrentes, que
pode ocorrer apds anos de aparente cura,
como infecgdes respiratérias de pacientes
com fibrose cistica, osteomielite, infecgdes
persistentes de pele, feridas e préteses (25).

No Brasil S. aureus é responsavel por
20% das infecgbes sanguineas nosocomiais,
€ o principal patégeno causador de infec¢oes
na pele e tecidos moles, a segunda causa
mais frequente de infeccOes respiratorias e
ainda tem sido encontrado em creches e
alimentos (crus e preparados). O clone de
MRSA, mais frequente no Brasil, é o
denominado Brasileiro (ST239-SCCmec tipo
lll), que apresenta ampla distribuicdo, sendo
responsavel por 1/5 de todos os isolados HA-
MRSA com resisténcia multipla a antibiéticos
mundialmente. Recentemente, outros clones
tém sido descritos no Brasil, incluindo o
MRSA suscetivel a oxacilina e MSSA
resistente a vancomicina (23-31).

Os estudos gendmicos de S. aureus
demonstram variacao geografica, clinica e
quanto a origem de hospedeiros. O principal
grupo estudado compreende os isolados de
infeccdes humanas, que sao,
majoritariamente, MRSA. Foi demonstrado
que a resisténcia a meticilina depende da
presenga dos genes mec (mecA, mecB e
mecC) presentes no elemento moével SCC
(SCCmec), que codificam uma proteina
especifica ligante de penicilina (PBP2a). Até
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o momento, 11 tipos de SCCmec (tipo | a Xl)
foram  descritos em MRSA, sendo
prevalentes no Brasil os tipos Il e IV
SCCmec. O elemento SCCmec carreia
também o0s genes que controlam a
expressdo dos genes mec. O gene mecR1
codifica a proteina transdutora de sinal,
MecR1 e o mecl codifica a proteina
repressora Mecl, que também atua como
carreadora para troca de informacao
genética entre cepas de S. aureus. SCCmec
localiza-se préximo a origem de replicagao
no cromossomo de S. aureus, inserido no
sitio attB. Assim, esse elemento abriga 3
complexos génicos: complexo de genes mec
(genes, sequéncias de insercdao e ORFs);
complexo de genes ccr, de recombinases
sitio-especifico, responsaveis pela excisao e
integracdo (ccrA, ccrB, ccrC e ORFs) e
regiao de juncao (regiao J) (24-32).

No complexo de genes ccr, podem
ser inseridos genes de resisténcia multipla a
antibiticos e de resisténcia a metais
pesados, e a SCCmec pode ser inserida no
cromossomo bacteriano por agdo das
recombinases sitio-especificas ccrAB e/ou
ccrC. Assim, diferentes cepas podem trocar
informacao genética para a adaptagdo a
novos ambientes e em resposta a pressao de
selecdo pelos antibidticos. Até o momento,
foram descritos 8 al6tipos de complexos de
genes ccr. Baseado na localizagéo de genes
regulatérios e nas diferentes sequéncias de
insercdao, o complexo de genes mec é
dividido em 5 classes e a regido J em J1, J2
e J3, de acordo com sua localizagdo na
SCCmec. A regiao J inclui ainda os
reguladores e elementos genéticos como
integrase, o transposon Tn554 (resisténcia a
eritromicina), plasmideos pT181 (resisténcia
a tetraciclina), pUB110 (resisténcia a
aminoglicosideo), transposon Tn4001 e
sequéncias de insergao (32).

Determinantes adicionais de
resisténcia podem aumentar a
patogenicidade da bactéria, bem como
complementos que  potencializam  o0s
determinantes de toxinas e viruléncia, em
ilhas gendbmicas denominadas MGEs. Estas
incluem os genes lukF e lukS localizados em
sequéncia no genoma de S. aureus, em uma
regido denominada pro-fago, que contem 5
sequéncias repetitivas similares ao sitio de
ligacdo da recombinase de bacteriofagos de
S. aureus. Tais genes codificam a
leucocidina Panton-Valentine (PVL), téxica



para neutrofilos, um potente fator de
viruléncia relacionado as infecgbes da pele,
de tecidos moles e doencas severas e
marcador molecular da CA-MRSA. Ainda, os
genes sec4, sel2, sek e seq, localizados na
ilha Sa3 codificam enterotoxinas associadas
ao dano tecidual direto, a superestimulacéao
ou desregulacao dos mediadores
inflamatorios inatos e produgéao de citocinas.
Outras ilhas genbémicas como vSaa, vSap,
vSay sao polimérficas, com relagdo ao
conteido de genes de viruléncia, mas
conservadas nas diversas linhagens.
Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP)
também sdo encontrados entre os diversos
isolados de S. aureus. Os SNP advém de
mutacdo e recombinacao na regido préxima
a origem de replicagdo, possibilitando o
surgimento de novos clones patogénicos
(24,33).

Outras  infeccoes  estafilocécicas
também sdo descritas. Este € o caso de
Staphylococcus coagulase-negativos
(CoNS), que eram considerados comensais
encontrados na pele, entretanto, foram
reconhecidos como importante causa de
infeccbes em humanos. Assim, € importante
a distincdo entre cepas de S. aureus e
CoNS. O gene femA codifica uma proteina
de 48 kDa importante para a sintese de
peptideoglicanas da parede celular, tanto em
MSSA como em MRSA, sendo um fator que
influencia a resisténcia a meticilina. Este
gene ¢ altamente conservado em S. aureus e
nao ocorre em CoNS, assim, esse gene pode
ser utilizado para a diferenciagdo de cepas
de S. aureus e CoNS e ainda tem sido
utilizado para a identificacdo de SCV e da
presenca de S. aureus em diferentes
amostras (34-36).

Outro gene extensamente utilizado
para identificagcdo de S. aureus é o coa, 0
qual codifica a proteina  coagulase
estafilococica, sendo esta considerada um
importante critério microbiolégico para a
identificacdo da espécie. Sua aplicagao no
diagnéstico tem sido eficiente por se tratar de
um gene altamente conservado dentro da
espécie. Entretanto, € um gene altamente
polimérfico, devido as suas sequéncias
variaveis na regido de codificacado 3
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(repeticoes em tandem de 81 bp), o que
contribui  para estudos epidemiolégicos,
permitindo a diferenciacdo entre cepas de S.
aureus. Os produtos de amplificacao do gene
coa podem apresentar tamanhos distintos,
variando de 550-875 bp (37-39).

O gene spa também ¢é utilizado para
identificacdo direta de S. aureus, o qual
codifica a proteina A (adesina), um dos
fatores de viruléncia da espécie. Assim como
0 gene coa, 0 spa é altamente conservado
na espécie e trata-se também de um gene
polimérfico (repeticbes em tandem de 24bp,
na regido X). A tipagem desta regido
altamente variavel do gene (regidao X) tem
sido utilizada como o principal método de
genotipagem de S. aureus, isso se deve ao
seu elevado poder discriminatorio, precisao,
reprodutibilidade e facil interpretagao (40-42).

Os genes 16S e 23S do rRNA séao
utilizados para identificar quase todas as
espécies de estafilococos e as sequéncias
obtidas podem ser comparadas com as
registradas no banco de Diferenciagéo
Riboss6mica de Micro-organismos (RIDOM —
“Ribosomal Differentiation of
Microorganisms”). Estes genes sdao muito
conservados, sendo uma opgao confidvel
para a identificagéo de S. aureus (43). Assim,
varios genes tém sido utilizados como
marcadores moleculares para a identificacéo
e caracterizagdo de S. aureus. Os genes
nuc, cifA, eap, coa e sodM, sao bons
marcadores para SCV; mecA para
identificacdo de MRSA; 16S rRNA,
especialmente o gene rpoB, para a
determinagéo de espécie e subespécie (27).

Tradicionalmente, a caracterizacao,
identificacdo e estudos populacionais de S.
aureus sao realizadas por métodos
fenotipicos. Entretanto, o desenvolvimento
de técnicas moleculares possibilitou a
distincdo de isolados de S. aureus e a
compreensdao da estrutura populacional.
Dentre as técnicas moleculares a PCR é uma
ferramenta  muito  utilizada para a
identificacao e caracterizagcao dessa bactéria.
A Tabela 2 apresenta trabalhos utilizando
técnicas de PCR para a identificacdo e
caracterizacao de S. aureus.
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Tabela 2. Identificacdo e caracterizagdo molecular de Staphylococcus aureus utilizando a reagdo em cadeia
da polimerase (PCR)

Patétipo* Gene Amostra Técnica Ref
SA femA, 16S criancas com fibrose cistica PCR em tempo real 34
femA, 16S, mecA alimentos PCR multiplex 36
coa varias PCR 37
SCV mecA, femA, 16S sangue humano PCR multiplex 35
SA-SE coa, nuc, sea varias PCR 39
MRSA/MSSA  coa, agr varias PCR 38
mecA, spa, sa442 humana PCR 40
spa humana PCR 41
MRSA/PVL spa, lukS-PV, lukF-PV  swab nasal PCR 44
MRSA 16S, femA, mecA,lukS  swab nasal PCR 45
mecA swab nasal PCR 29
SA mutante spa swab nasal PCR 42

*SA, Staphylococcus aureus; SCV, colbnias variantes pequenas; SA-SE, S. aureus produtor de
enterotoxina; MRSA, S. aureus resistente a meticilina; MSSA, S. aureus sensivel a meticilina; PVL,

leucocidina Panton-Valentine.
CONSIDERACOES FINAIS

As bactérias E. coli e S. aureus séo
importantes patégenos humanos e de
animais. A sua rapida e precisa identificagao
e caracterizacdo permite o tratamento
precoce e adequado, reduzindo a morbidade
e mortalidade causadas por esses
patégenos. As técnicas moleculares sao
mais especificas e rapidas que as técnicas
microbiol6gicas convencionais (fenotipicas),
principalmente, para micro-organismos como
estes, tao diversos genética e
fenotipicamente. Essas técnicas  séo,
também,  apropriadas para  triagem,
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